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SEQUENCES NUCLEIOTJES. VF.CTFJJRS LKS CONTKNANT. COMPOSTTTONS 
PHARMACEUTICS JES FT UTILISATIONS THERAPEUTIOUES 

La presente invention conceme des sequences nucleiques, les vecteurs les 
contenant, et leurs utilisations thirapeutiques, notamment en therapie gdnique. Plus 
5 particulidrement, la presente invention conceme des sequences nucidiques comprenant 
un gdne codant pour une protdine intracellulaire de liaison (PIL), et leur utilisation en 
therapie genique, 6ventuellement incorporees k des vecteurs d'expression appropries. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anonnalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information gen6tique 

10 dans la cellule ou Torgane affects Cette information genetique peut Stre introduite soit 
in vitro dans une cellule extraite de 1'organe, la cellule modifiee etant alors rantroduite 
dans l'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprid A cet egard, 
diflKrentes techniques de transfection et de transfert de g&ies ont 6t6 decrites dans la 
littdrature (Cf Roemer et Friedman, Eur. J. Biochem. 208 (1992) 211). Jusqu'a 

15 aujourdTiui, les approches proposees dans Tart ant&ieur pour la therapie gdnique 
consistent k transferer des gdnes codant pour des polypeptides actifs impliques dans 
des maladies g£netiques (hormones, facteurs de croissance, etc), des g&ies antisens, 
ou des peptides antigeniques pour la realisation de vaccins. La presente invention 
conceme une nouvelle approche de la thdrapie genique, consistant a transferer et a 

20 exprimer dans une cellule (ou un tissu) cible un peptide intracellulaire capable 
d'interagir avec des composants cellulaires et ainsi d'interfSrer avec des fonctions 
cellulaires. La presente invention repose plus particulierement sur la mise en Evidence 
qull est possible d'exprimer in vivo des anticorps modifies qui restent dans le 
compartiment intracellulaire, et qui peuvent contrdler certaines fonctions cellulaires. 

25 Llnvention repose 6galement sur la mise en evidence qu'il est possible de doner des 
sequences d'ADN codant pour de tels anticorps intracellulaires dans des vecteurs, 
notamment viraux, pour une utilisation en therapie genique. 

LVttilisation d'anticorps en th£rapie humaine permet, en general, de cibler et 
neutraliser des complexes biologiques circulants et/ou localises a la surface des 
30 cellules, en entrainant une cascade d'dvenejnents g&es par le syst&me immunitaire qui 
conduit k leur Elimination. Cependant, dans beaucoup de cas, dont les cancers ou les 
maladies dues par exemple k des virus, cette approche est sterile car l'antig&ne 
responsable de la deregulation des cellules atteintes est inaccessible aux anticorps 
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inject&. La presente invention oflxe une nouvelle approchc th&apeutique 
particulidrement avantageuse, consistant a faire produire de mani&re continue et 
intracellulaire des anticorps ou agents tWrapeutiques dont la liaison k leur Epitope 
deo-oit et/ou annule la deregulation. ' 

La possibility d'exprimer de manidre recombinante des anticorps a dejd ete 
decrite dans la litt6rature. Ainsi, le brevet EP 88994 decrit I'expression in vitro et la 
purification de regions variables de chaines lourdes ou legeres d'anticorps. De meme, 
Ie brevet US 4,946,778 decrit I'expression in vitro de sequences d'ADN codant pour 
des anticorps modifies composes de regions variables de chaines lourde et 16g6re d'un 
anticorps reli6es par un linker. Cependant, les anticorps d6crits dans ce brevet sont 
inactifs, et generalement synthetises sous forme de corps d'inclusion insolubles. Les 
anticorps doivent done etre purifies puis soumis k des traitements chimiques 
(denaturation, renaturations, etc) pour recouvrer une activity. La presente invention 
demontre la possibility d'utiliser de telles sequences d'ADN pour 1'expression 
directement in vivo d'anticorps intracellulaires actifs. La presente invention demontre 
ainsi la possibilite d'utiliser de telles sequences d'ADN codant pour des anticorps 
intracellulaires, sous le controle de regions, permettant leur expression dans les cellules 
mammiferes, pour une therapie genique, notamment chez rhomme. Cette nouvelle 
approche permet done de cibler des composants cellul aires non accessibles par les 
mdthodes classiques de vaccination. De plus, cette approche riimplique pas le 
ddveloppement d*une reponse immunitaire, mais agit intracellulairement. 

Un premier objet de Tinvention; reside done dans une sequence decides 
nucleiques comprenant un gSne codant pour une prot6ine intracellulaire de liaison 
(PIL) sous le controle de regions permettant son expression Hans les cellules 
mammiferes. 

Llnvention concerne egalement d&s vecteurs contenant une sequence d'acides 
nucleiques telle que definie ci-dessus. Plus particuli&rement, les vecteurs de Tinvention 
sont d'origine virale, tels que les retrovirus, les adenovirus, les vims ad6no-assod6s, le 
virus de lTierpte, le virus de la vaccine, le virus HSV, etc. 

L'invention concerne egalement l'utilisation de ces sequences d'acides 
nucleiques ou de ces vecteurs pour la preparation de compositions phannaceutiques 
destinees au traitement chirurgical et/ou therapeutique du corps humain ou animal. 
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Elle conceme aussi toute composition pharaiaceutique comprenant un vecteur, 
notamment viral, ou une sequence d'acides nucteiques tels que definis ci-dessus. 

Au sens de la presente invention, le terme proteine intracellulaire de liaison 
(PIL) designe toute proteine ou fragment de proteuie capable de reconnaitre un 
composant de la ceUule dans laqueUe elle est exprimee, et d'interagir de maniere 
selective et affine avec celui-ci. H peut s'agir d'interactions chimiques covalentes ou 
non covalentes. L'interaction ayec le composant ceUulaire (proteines, Upides, acides 
amines, ARNm, ARNt, ARNr, ADN, etc) permet d'agir sur une fonction ceUulaire 
dans laqueUe est impliqu<5 ledit composant, et ainsi de controler (stimuler, ralentir, 
inhiber) cette fonction. 

PreTerentieUement, les PIL selon rlnvention sont constituees par des 
molecules derivees d'anticorps ou ayant des proprietes de liaison comparables a ceUes 
d*un anticorps. En particulier, U s'agit de prolines ayant une selectivity et une affinity 
suffisantes pour permettre une interaction in vivo ayant un effet neutralisant sur 
I'antigene. Ces molecules sont designees dans ce qui suit anticorps totraceUulaires, en 
raison de leurs proprietes et de leur localisation. 

Les anticorps, molecules de la superfamffle des immunoglobulines, sont 
synthases natureUement (essentieUement par les lymphocytes B) sous forme de 
protemes secretees. Ik sont done Uberes dans les compartiments extracellulaires 
(systeme circulatoire) ou ils exercent leur activity (reconnaissance et liaison aux 
antigenes non-soi). II a maintenant 6t6 montre qufl est possible d'exprimer in vivo des 
genes modifies codant pour des anticorps intraceUulaires, sans aflfecter les proprietes 
de specificity et d'affinite des anticorps: Les sequences d'acides nuclfiques selon 
Knvention, qui codent pour des anticorps- intraceUulaires, comprennent done un gene 
d'anticorps modiffe de fecon ace que l'anticorps ne soit pas secrete. En particulier, le 
gene de l'anticorps est generalement modifie" par deletion ou mutation des sequences 
responsables de sa secretion. Les PIL selon 1'invention peuvent notamment etre 
constituees de fragments d'anticorps, et par exemple de fragments Fab ou F(ab)*2 qui 
portent les domaines de liaison de I'antigene. L-utilisation de ce type d'anticorps 
intraceUulaire impUque cependant 1'expression d«une sequence d'acides nuclSques 
comprenant plusieurs genes codant respectivement pour les regions lourdes et legeres 
de ces fragments, et eUe impuque egalement que ces chaines s'asserablent correctement 
in vivo. Pour cette raison, une forme! particuliereraent avantageuse d'anticorps 
intraceUulaires utiUsables dans le cadre de ^invention est constitute d-un peptide 
correspondant au site de liaison de la region variable de la chaine legere d-un anticorps 
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relie par un linker peptidique a ua peptide correspondant au site de liaison de la region 
variable de la chaine lourde d'un anticorps. ^utilisation de ce type d'anticorps 
intracellulaire, d6signe ScFv, est interessante car ils sont exprimes par un gdne unique. 
La construction de sequences d'acides nuci&ques codant pour de tels anticorps 

5 modifies selon I'invention est illustr6e dans les exemples. 

Par ailleurs, les sequences d'acides nuci&ques codant pour les anticorps 
intraceliulaires selon i'invention peuvent 6galement etre modifies par voie chimique, 
enzymatique ou g6n6tique, en vue de g&ierer des anticorps intraceliulaires stabilises, 
et/ou multifonctionnels, et/ou de taille reduite, et/ou dans le but de favoriser ieur 

10 localisation dans tel ou tel compartiment intracellulaire. Ainsi, les sequences d'acides 
nucleiques de i'invention peuvent comprendre des sequences codant pour des peptides 
de localisation nucleaire (NLS). En particulier, il est possible de fusionner les 
sdquences de I'invention avec ia sequence codant pour le NLS du virus SV40, dont la 
sequence peptidique est la suivante : MPKKKRK (Kalderon et al, Cell 39 (1984) 499). 

15 Comme indiqu6 plus haut, les sequences d'acides nuclfiques selon i'invention 

comprennent des sequences permettant I'expression du ou des g£ne(s) codant pour les 
PIL dans les cellules mammifSres. G&i6ralement, les gdnes PIL sont done placfa sous 
le contrdle de regions promotrices de la transcription et de ia traduction, fonctionnelles 
Hang la cellule mammifere dans laquelle Expression est recherchte. II peut s'agir de 

20 sequences homoiogues vis-i-vis de ladite cellule, e'est a dire de sequences 
responsables naturellement de I'expression de g&ies dans ladite cellule. II peut 
6galement s'agir de sequences d'origine diflKrente, e'est & dire de sequences 
responsables de I'expression de proteines dans d'autres types cellulaires, de sequences 
responsables de I'expression d'anticorps dans les conditions naturelles, de sequences 

25 d'expression virales, par exemple presentes dans un vecteur dans lequel les sequences 
de I'invention sont incorporees, ou encore de sdquences synthetiques ou semi- 
synthetiques. 

S'agissant d'un usage pour lliomme, de nombreux promoteurs fonctionnels 
ont 6t6 ddcrits dans la literature, tels que par exemple les promoteurs viraux CMV, 
30 SV40, Ela, MLP, LTR, etc. Des promofeurs cellulaires, tels que par exemple ie 
promoteur du gdne de la villine,. presente uii interet car permettent une expression tissu 
spedfique (limitee i i'intestin dans le cas de la villine). 
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Par ailleurs, les sequences d'expression peuvent egalement etre modifiees, par 
exemple pour les adapter £ I'expression dans un type particulier de vecteur ou de 
cellule, pour rdduire leur taille, pour augmenter leur activite de promoteur de la 
transciption, pour g6n6rer des promoteurs inductibles, ameiiorer leur niveau de 
5 regulation, ou encore changer la nature de leur regulation. De telles modifications 
peuvent etre eflfectu6es par exemple par mutag6ndse in vitro, par introduction 
d'eiements additionnels de controle ou de sequences synthetiques, ou par des deletions 
ou des substitutions des elements originels de controle. II peut etre particulierement 
avantageux d'utiliser des promoteurs tissu-sp^cifiques, afin de cibles I'expression de la 
10 PIL dans un type seulement de tissu. 

Par ailleurs, lorsque la sequence d'acides nucieiques ne comporte pas de 
sequences d'expression, celle-ci peut etre inscorporee dans un vecteur d'expression, en 
aval d*une telle sequence. 

Pour preparer un vecteur selon llnvention, il convient, dans un premier 
15 temps, d'identifier une fonction cellulaire, par exemple impliquee dans ou responsable 
dWe pathologie, sur laquelle on desire agir. Ensuite, il convient d'identifier un 
composant cellulaire approprie implique dans cette fonction, puis de determiner quel 
PIL semble Ie plus adapte a ce composant ^(anticorps, derives, etc), en fonction de sa 
localisation, de son rdle, de sa nature, etc. Le PIL ayant 6t6 seiectionne, une sequence 
20 d'acides nucieiques correspondante peut etre obtenue par les techniques de biologie 
mol6culaire (synthese chimique, clonage, modification enzymatique, etc), et inserde 

V 

dans un vecteur appropriee selon la m&hodologie decrite dans les exemples. 

Un autre objet de Tinvention concerne des compositions phannaceutiques 
comprenant au moins une sequence d'acides nucleiques ou un vecteur tels que definis 
25 precedemment. 

Les sequences de i'invention peuvent etre utilisees telles quelles, par exemple 
apres injection k l'homme ou Tanimal, pour induire i'expression intracellulaire d*une PIL 
en vue d'affecter une fonction cellulaire determin6e. En particulier, elles peuvent etre 
injectees sous forme d'ADN nu selon la technique decrite dans la demande WO 
30 90/11092. Elles peuvent egalement etre administrees sous forme complex£e, par 
exemple avec du DEAE-dextran (Paganot et al., J.Virol. 1 (1967) 891), avec des 
proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 375), avec des lipides (Feigner 
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et al., PNAS 84 (1987) 7413), sous forme de liposomes (Fraley et al. f JJBioLChem. 
255 (1980) 10431), etc. 

Dans un mode de realisation pt6f6t6 de rinvention, les sequences nucleiques 
telles que definies precedemment sont incorporees dans un vecteur. L'emploi de tels 
vecteurs permet en effet de favoriser la penetration dans les cellules, d'accroitre la 
resistance aux enzymes, et d'augmenter la stabilite et les niveaux d'expression 
intracellulaires. Les vecteurs de ['invention peuvent etre aussi bien plasmidiques que 
viraux. Cependant, on prefere utiliser un vecteur viral. 

Dans un mode de realisation pr6f<§r6, I'invention concerne done des sequences 
d'acides nucleiques telles que definies precedemment incorporees a un vecteur viral. 
L'invention concerne egalement tout virus recombinant comprenant, insere dans son 
genome, au moins une sequence d'acides nucleiques codant pour une PIL. 

Comme indique plus haul, diff^rents virus sont susceptibles d'Stre utilises 
comme vecteurs pour Ie transfert et i'expression in vivo de g£nes selon I'invention. A 
titre d'exemple, on peut citer les retrovirus (RS V, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adeno-associes, les adenovirus, le virus de la vaccine etc. 

Avantageusement, Ie virus recombinant selon rinvention est un virus defectif. 
Le tenne "virus defectiT ddsigne un virus incapable de se repliquer dans la cellule 
cible. Generalement, le genome des virus defectife utilises dans le cadre de la presente 
invention est done depourvu au moins des sequences necessaires £ la replication dudit 
virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en 
partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et 
notamment par les sequences nucleiques .de 1'invention. Preferentiellement, le virus 
defectif conserve neanmoins les sequences de son genome qui sont necessaires a 
rencapsidation des particules virales. 

Des virus recombinants deTectifs derives de retrovirus, de virus adeno- 
associes, du virus HSV (herpes simplex virus) ou des adenovirus ont deja ete decrits 
dans la litterature fRoemer et Friedmann, Eur. J. Biochem. 208 (1992) 21 1; Dobson et 
al., Neuron 5 (1990) 353; Chiocca et al., New Biol. 2 (1990) 739; Miyanohara et aL, 
New Biol. 4 (1992) 238; WO91/18088; Akli et al., Nature Genetics 3 (1993) 224; 
Stratford-Perricaudet et al., Human Gene Therapy 1 (1990) 241; EP 185 573, Levrero 
et al., Gene 101 (1991) 195; EP 243204)]. - 

II est particulierement avantageux d"utiliser les sequences nucleiques de 
I'invention sous forme incorporee a un adenovirus recombinant defectif. 
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n existe en effet difRrents serotypes d'ad£novirus, dont la structure et les 
propri6t6s varient quelque peu, mais qui ne sont pas pathog&ies pour I'homme, et 
notamment les sujets non immuno-d6prim&. Par ailleurs, ces virus ne sintAgrent pas 
dans le genome des cellules qu'ils infectent, et peuvent incorporer des fragments 
5 importants d'ADN exog&ie. Parmi les diff&rents serotypes, on prifSre utiliser dans le 
cadre de la pr&ente invention les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). Dans le 
cas des adenovirus Ad 5, les sequences n6cessaires a la replication sont les regions 
ElAetElB. 

Par ailleurs, la faible taille des genes codant pour les anticorps intracellulaires 
10 selon invention permet de maniere avantageuse d'incorporer simuitan£ment, dans un 
meme vecteur, plusieurs g&nes codant pour des anticorps intracellulaires dirig6s 
centre des regions diff&entes d*un ou de plusieurs composants cellulaires cibl6s. Un 
mode de realisation particulier de Tinvention consiste done dans un vecteur, 
notamment viral, comprenant au moins deux sequences d'acides nucl&ques codant 
15 pour des prolines intracellulaires de liaison dirigees contre des Epitopes diflterents. 

Les virus recombinants defectifs. de 1'invention peuvent etre prepares par 
recombinaison homologue entre un virus d[6fectif et un plasmide portant entre autre la 
sequence d'acides nucl&ques telle que d6finie ci-avant (Levrero et aL, Gene 101 
(1991) 195; Graham, EMBO J. 3(12) (1984) 2917). La recombinaison homologue se 

20 produit apres co-transfection desdits virus et plasmide dans une lignee cellulaire 
appropriee. La lign6e cellulaire utflis6e doit de preference @) etre transformable par 
lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie 
du genome du virus defecti£ de preference sous forme integr6e pour eviter les risques 
de recombinaison. A titre d'exemple de lignee utilisable pour la preparation 

25 d'ad&iovirus recombinants defectifs, on peut mentionner la lign£e de rein 
embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. ViroL 36 (1977) 59) qui contient 
notamment, int£gr6e dans son genome, la partie gauche du gdnome d f un adenovirus 
Ad5 (12 %). A titre d'exemple de lignee utilisable pour la preparation de retrovirus 
recombinants defectifs, on peut mentionner la lignee CRIP (Danos et Mulligan, PNAS 

30 85 (1988) 6460). 

Ensuite, les virus qui se sont multiplies sont recup6res et purifi6s selon les 
techniques classiques de biologie mol6culaire. 

La pr&ente invention concerne done 6galement une composition 
phannaceutique comprenant au moins un virus recombinant defectif tel qu d6Sm 

35 pr6c£demment. 
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Les compositions pharmaceutiques de l'invention peuvent etre formulees en 
vue d'une administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 

Pr6f6rentiellement, les compositions pharmaceutiques contiennent des 
5 vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut 
s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau st&ilisee ou de s6rum physiologique, permettent la 
10 constitution de solutes injectables. 

Les doses d'acides nucleiques (sequence ou vecteur) utilises pour 
l'administration peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 
notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee, 
du g&ie & exp rimer, ou encore de la duree du traitement recherchee. D'une maniere 

15 g6n£rale, concernant les virus recombinants selon invention, ceux-ci sont fonnules et 
administres sous forme de doses comprises' entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 
10 6 i 10 10 pfii/mL Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d'une solution de vims, et est determine par infection d'une culture cellulaire 
approprtee, et mesure, g&ieralement aprfes 48 heures, du nombre de plages de cellules 

20 infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien 
documentees dans la litterature. 

L'invention a 6galement pour objet toute cellule recombinante comprenant 
une sequence d'acides nucleiques telle que definie ci-avant. 

Les sequences de l'invention, eventuellement incorpordes 4 des vecteurs, et 
25 les compositions pharmaceutiques les contenant peuvent etre utilisees pour le 
traitement de nombreuses pathologies. Elles peuvent done etre utilisees pour le 
transfer! et 1'expression de g&ies in vivo dans tout type de tissu. Le traitement peut 
d'ailleurs etre cibl6 en fonction de la pathologie 4 traiter (te transfert au niveau d'un 
tissu particulier peut notamment Stre determine par le choix d'un vecteur, et 
30 1'expression par le choix d'un promoteur particulier). Les sequences ou vecteurs de 
l'invention sont avantageusement utilisees pour la production chez rhomme ou 
1'animal, in vivo et de mani&re intracellulaire, de proteines capables d'agir de mantere 
specifique sur des fonctions cellulaires diverses telles que la proliferation cellulaire, la 
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synthese de metabolites, la synthese de proteines, la replication et/ou la transcription 
de TADN, etc. La pr&ente invention permet ainsi de traiter de maniire sperifique, 
locale et efficace, de nombreux dysfonctionnements cellulaires k 1'origine ou resultant 
de diflKrentes pathologies, et en particulier les cancers, maladies virales ou 
bacteriennes, ou, plus generalement, toute pathologie dans Iaquelle un mediateur 
cellulaire peut Stre identifi^. . 

Utilisation pour fe traitfimftnt de nathofories lifes k i& p roliferation ceiiuM™ 

Dans un mode particulierement avantageux, les sequences d'acides nucieiques 
de ['invention comprennent des genes codant pour des PIL capables d'interagir et 
d'interferer avec l'activite de facteurs impliques dans la proliferation cellulaire. La 
proliferation cellulaire met en jeu une multitude de facteurs, tels que des recepteurs 
membranaires (prolines G), des oncogenes, des enzymes (prolines kinases, fem&yi 
transferases, phospholipases, etc) des nucleosides (ATP, AMP, GDP, GTP, etc) des 
facteurs d'activation [facteurs d'echange des guanosines (GRF, GAP, etc), facteurs 
transcriptionnels, etc], etc. L'expression intracellulaire de PIL selon lWention 
capables de lier et de neutraliser de tels facteurs permet de controler le processus de 
proliferation cellulaire. Ceci est particulierement int6ressant dans les situations ou la 
proliferation cellulaire &happe aux mecanlsmes naturels de regulation, conduisant par 
exemple £ Papparition de tumeurs. De' nombreux facteurs (produits des genes 
oncogenes et facteurs impliques dans la signalisation de l'eflfet des ces produits) ont en 
effet ete assodes i ces phenom&ies de deregulation de la proliferation cellulaire. Ainsi, 
90 Vo des adenocarcinomes du pancreas pr6sentent un oncogene Ki-ras mute sur le 
douzieme codon (Almoguera et colL, Cell.52. (1988) 549), De meme, la presence d*un 
gfene ras mute a ete mise en evidence dans les adenocarcinomes du colon et les cancers 
de la thyrolde (50 %), ou dans les carcinomes du poumon et les leucemies myeioldes 
(30 %, Bos, J.L. Cancer Res. 42 (1989) 4682). De nombreux autres oncogenes ont 
aujourdTiui ete identifies (myc, fos, jun, ras, myb, erb, etc), dont des formes mutees 
semblent responsables d*un derdglement de la proliferation cellulaire. 

L'expression de PEL capables de lier ces facteurs cellulaires (prefSrentiei- 
lement leur forme oncogenique) et done de ralentir ou d'inhiber leurs effets oflfr la 
possibilite d'une nouvelle approche therapeutique des cancers. 

Dans un mode particulierement interessant, la presente invention concerne 
des vecteurs contenant des sequences d'acides nucieiques comprenant un gene codant 
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pour un anticorps intracellulaire capable d'interagir avec le produit d'expression d'un 
oncogene ou avec un facteur intervenant dans la voie de signalisation d'un oncogene. 

Parmi les oncogenes cibles, on peut citer au sens de Tinvention les oncogenes 
ras, fos, jun, myc, myb et erb. 
5 Parmi les facteurs intervenant dans la voie de signalisation d'un oncogene, on 

peut citer notamment les recepteurs membranaires, qui peuvent Stre cibl£s au niveau 
de leurs domaines intracellulaires [prolines G, kinases (exemple : tyrosine kinase), 
phosphorylases, farn6syl transferases], les facteurs d'dchange des nucleosides (facteurs 
GAP, GRF, etc), etc. 

10 Plus pr^ferentiellement, la presente invention concerne des vecteurs, 

notamment d'origine virale, contenant une sequence d'acides nucl&ques codant pour 
un anticorps intracellulaire dirige contre un oncogene ou un facteur intervenant dans la 
voie de signalisation d'un oncogene, constitu6 d'un peptide correspondant au site de 
liaison de la region variable de la chaine legere d'un anticorps relte par un linker 

15 peptidique & un peptide correspondant au site de liaison de la region variable de la 
chaine lourde d'un anticorps. 

Plus particul&rement, Tinvention concerne des virus recombinants defectifs 
exprimant un anticorps intracellulaire dirige contre un facteur de la voie de 
signalisation ras-dependante. 

20 Comme le montrent les exemples, Texpression d'anticorps intracellulaires anti- 

pi 1 (produit d'expression du gene ras), ariti-GAP, ou anti-p53 pennet de reverter le 
phdnotype transfonnant d'une cellule cancereuse. 

Utilisation pour le traitement de pathol ogies vi rales 

Les sequences nucl&ques selon i'invention peuvent encore etre des sequences 
25 codant pour des anticorps intracellulaires capables d'interagir avec le cycle infectieux 
d'un virus pathogene (HEV, virus du papillome, etc). 

Plus particulterement, dans le cas du virus HIV, les agents antiviraux 
actuellement disponibles ou dans des protocoles de phases cliniques avanc£es ne 
pennettent pas de bloquer le virus dans sa multiplication, mais tout juste de freiner la 
30 progression de la maladie. Une des principales raisons a cela reside dans l'apparition 
de souches resistantes i ces antiviraux. Le developpement d'une vaccination efficace 
se heurte egalement i de nombreux obstacles : La variability genetique du HTV ne 
permet pas de definir une structure antigenique stable pour dormer lieu 4 une reponse 
immunologique humorale ou cellulaire contre les differentes souches existantes. 
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Comme dans le cas des antiviraux ou le virus r£siste a une pression de selection par le 
biais de mutations ponctuelles, dans ies essais de vaccination tentes a ce jour, le HIV 
semble dchapper au systeme immunitaire. 

La presente invention constitue une nouvelle approche pour le traitement de 
5 I'infectioa par HIV, consistant k bioquer le virus lors de son cycle r6plicatif par 
expression de PEL, et notamment d'anticorps intracellulaires. La prdsente invention 
permet en particulier de s'affranchir du probteme de variability g&i&ique du virus 
contrairement aux approches vaccinates et antivirales. Dans le cas de la vaccination 
classique, les r£ponses immunitaires mises en evidence ont principalement lieu contre 

10 des regions variables. Au contraire, 1'utilisation d'anticorps intracellulaires selon 
^invention permet de choisir un epitope non seulement conserve mais egalement 
indispensable i la fonction d\ine proteine virale. De preference, l'anticorps 
intracellulaire est dirig6 contre un Epitope d*une taille sufBsante pour empecher le 
virus de resister et de s'adapter par le biais de mutations ponctuelles. Par ailleurs, la 

15 faible taille du gene codant pour l'anticorps intracellulaire selon 1'invention permet de 
mantere avantageuse de cibler plusieurs regions (d*une seule ou de plusieurs prolines) 
a partir d'un meme vecteur de therapie gentque. 

Les deux principales prot&nes de regulation du virus, tat et rev, sont des cibles 
de premi&re importance pour la mise en oeuvre de la presente invention. En effet, ces 

20 deux proteines sont indispensables pour la replication virale. De plus, 1'expression 
d'ARN messagers anti-sens ou de ribozymes ciblant i'ARN messager tat ou rev 
empeche la replication virale. Le mecanisme d'action de ces proteines est relativement 
bien documente : tat est un facteur de transactivation de la transcription tandis que rev 
assure la transition entre les phases prdcoce et tardive du cycle r£plicati£ Ces deux 

25 prolines exercent leur activite en se fixant sur les ARN messagers viraux, et la region 
peptidique necessaire a cette fixation, indispensable pour leur fonction, est 
relativement bien delimitee. En outre, il a ete montr£ que la surexepression de leur site 
de fixation sur TARN (region TAR pour tat et RRE pour rev) inhibe leur fonction sur 
1'expression virale. 

30 Dans ces conditions, un mode particulierement avantageux de 1'invention 

reside dans Utilisation d'une sequence d'ADN codant pour un anticorps intracellulaire 
dirige contre ies proteines tat ou rev et capable de neutraliser leur activity. 
Avantageusement, de tels anticorps sont, diriges contre la region de tat ou rev 
responsabie de leur fixation sur TARN. 
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Des anticorps intracellul aires selon I'invention dirigds contre ces Epitopes 
peuvent etre prepares selon la m^thodologie d^crite dans les exemples. En particulier, 
concemant 1'anticorps anti-tat, il peut Stre obtenu par modification gen6tique k partir 
de 1'anticorps monoclonal T-B (12) (Hybridolab). 

Une autre proteine cible importante dans la replication du HIV dont la 
fonction peut etre facilement inhibee par un anticorps intracellulaire est la protdine de 
la nuc!6ocapside NCP7. En effet, cette proteine joue un role important dans la retro- 
transcription (phase precoce), dans Integration, et dans une phase tardive mais 
ndanmoins importante : l'encapsidation. Cette multifonctionnalitS s'explique par Ie fait 
qu'elle a un role structural enzymatiquement actif. EUe a ete ddcrite comme une 
hybridase qui permettrait la complexation des acides nucleiques viraux : ARN/ADN et 
ADN/ADN pendant la r&ro-transcription ainsi que ARN/ARN et ARN/ARNt-lys3 au 
niveau de I'encapsidation. NCP7 apparart indispensable pour la production de virus 
infectieux. 

Uexpression cytoplasmique par th6rapie genique d'anticorps intracellulaires 
dirig6s contre la NCP7 inhibant sa fonction dans la dim&isation des ARN viraux et 
dans I'encapsidation constitue un autre mode particulier de mise en oeuvre de 
I'invention. 

Des anticorps intracellulaires selon I'invention diriges contre des epitopes 
neutralisants de cette proteine peuvent etre prepares selon la m&hodologie d^crite 
dans les exemples. 

D'autres composants viraux peuvent 6galement faire l'objet d*une thdrapie 
gdnique selon I'invention, et notamment : le site de fixation i la molecule CD4 
(exemple : la glycoprot6ine d'enveloppe (gp 120/41)), la region de multimirisatioa de 
l'enveloppe, Ie site de clivage gpl20/gp41, la protease, 1'integrase, et plus 
g6n£ralement toute proteine virale. Ces domaines ne sont g&i6ralement pas accessibles 
quand l'enveloppe est sous forme native. Pour cette raison, ils sont tr6s peu 
immunogdnes et une vaccination les mettant en jeu est impossible. La pr&ente 
invention perraet de cibler ces composants viraux, et poss&le ainsi un potentiei 
th&apeutique trds supdrieur. En outre, cpmme indique plus haut, la feible taill des 
g&ies codant pour l'anticorps intracellulaire selon i'invention permet de maniere 
avantageuse d'exprimer simultanement, dans un meme vecteur plusieurs anticorps 
intracellulaires dirig6s contre des regions differentes dSine ou de plusieurs de ces 
cibles. 
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Les sequences nucleiques selon 1'invention peuvent egalement etre des 
sequences codant pour des PIL capables d'interagir et d'interferer avec l'activite de 
facteurs impliques dans la synthese de metabolites, dans la synthese pratique ou 
encore dans la replication et/ou transcription de I'ADN. 

La prtsente invention sera plus completement decrite a I'aide des exeraples 
qui suivent, qui doivent etre considered comrne Ulustratifs et non limitarifc 

Figure 1 : Effet neutralisant de I'expression transitoire d'un anticorps intracellulaire de 
invention sur Ie pouvoir transformant d'un oncogene ras ou Her2. Py = cellules 
controle; ScFv = cellules transectees par le plasraide psv2.ScFv.ras seuL VAL = 
cellules transectees par le vecteur exprimant ras oncogenique Ha-ras Vail 2; 
VAL+ScFv = cellules cotransectees par le plasmide psv2.ScFv.ras et Ha-ras Vail 2; 
HER2 = cellules transectees par le vecteur exprimant Her2 oncogenique; HER2+ScFv 
= cellules cotransectees par le plasmide psv2.ScFv.ras et par Her2. 

Techninnes generals de hinlngfc molfeni»ir<» 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, relectrophprese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de protemes au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de 1'isopropanol, la transformation dans Escherichia colL etc ... sont bien 
connues de lliomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origjne commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent Stre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'&hanol puts incubes en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 
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Le remplissage des extremity 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase! d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3* proeminentes est effectu6e en presence 
de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utiliste selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extr6mites 5 1 proeminentes est effectuee par un traitement 
manage par la nuclease SI. : 

La mutag&i6se dirigee in vitro par oligodeoxynucteotides synth^tiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et aL [Nucleic Acids Res. JL2 

(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolym^rase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 220. (1985) 1350- 
1354; MuUis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 121 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler 11 (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucteotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Exenwte 1 ; Clonage et expression d^iine sequence d'ADN codant pour un 
anticorps intracellulaire anti-ras 

Cet exemple d&rit le clonage et l'expression d*une sequence d'acides 
nucl&ques codant pour proteine intracellulaire de Iaison reproduisant les propri6t6s de 
Tanticorps monoclonal Y13-259. L'anticorps Y13-259 est dirig6 contre les protdines 
Ras (ref. ATCC CRL 1742) (J. ViroL 43, 294-304, 1982), et est un anticorps 
neutralisant sur la fonction des proteines Ras oncogeniques une fois injects dans les 
cellules [Smith et coll., (1986) Nature, 320, 540-543 ; Kung et coll., Exp. Cell. Res. 

(1986) 162, 363-371]. 

Preparation de la sequence d'ADN 

Une sequence d'ADN codant pour un anticorps intracellulaire (fragment 
ScFv) a ete prtparte selon la technique decrite dans le brevet US 4,946,778. Cette 
sequence a ensuite 6t6 placee sous le controle d'un promoteur fonctionnel dans les 
cellules mammifere. 
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Les ARN poly A sont isoies a partir d'uae culture cellulaire de lTiybridome qui 
secrete I'anticorps Y13-259 selon la technique d6crite par Chirguin S.H. et al. 
[Biochemistry 18, 5294 (1979)]. Ces ARN sont utilises pour une reaction de Reverse- 
Transcription k Taide de primers formes dliexanucl6otides alSatoires. Les ADNc 
5 obtenus servent de matrice i deux reactions de PCR : 

- rune destinee k amplifier le fragment variable de la chame lourde (VH) de 
Yl 3-259 avec des primers spteifiques de VH murins, 

- la seconde permettant d'obtenir le fragment VL en utilisant un melange de 
10 primers d6riv6s des sequences murines. 

10 Deux fragments de 340 pb et 325 pb sont flinsi obtenus et ensuite assembles 

grace k un linker qui permet un positionnement correct du cDNA de VH en 5' de celui 
de VL. Ce linker code pour 15 acides amines formes de trois repetitions du motif 
(GlyXt Ser [Orlandi, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 3833-3837 (1979)]. 

Cette sequence confere assez de degres de liberte k la fusion VH-VL pour permettre 
15 leur assemblage en orientation parallele et assurer une affinit6 correcte pour Fantig6ne. 

La sequence d'acides nucleiques fiisionnde VH-linker-VL est ensuite ins£r6e 
dans un phagemide qui permet i'expression de I'anticorps intracellulaire (fragment 
ScFv) k la surface d'un phage M13. Cette expression permet facilement Identification 
et la selection des anticorps intracellulaires qui reconnaissent correctement fantigene. 

20 1.2. Evaluation fonctionnelle de I'anticorps intracellulaire modifi& 

La sequence d'ADN qui code pour I'anticorps intracellulaire modifte anti-Ras 
(VH-linker-VL) est isolee du phagemide par restriction, puis ms6t6e dans le vecteur 
sv2 sous controle du couple enhancer promoteur pr6coce de SV40 (SchweighofFer et 
al. Science, 256, 825-827, 1992), afin de tester sa capacite i antagoniser les effets dW 
25 Ras oncogenique. Le plasmide ainsi obtenu est designe psv2.S6Fv.ras. L'6valuation 
fonctionnelle a 6t6 effectuee selon plusieurs tests : 

a) Transfection transttoire dans les cellules mammiferes. 

Pour 1'evaluation par transfection transitoire dans les cellules mammiferes, le 
plasmide psv2.ScFv.ras a etd cotransfecte dans les cellules NIH 3T3 selon le protocole 
30 decrit dans Schweighoffer et al. [Science, 256, 825-827 (1992)] avec un vecteur qui 
permet fexpression d'un gene Ha-ras Val 12. L'etat d ! activation de la voie de 

1 
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signalisation dtudiee a 6te enregistre par mesure de Tactivite enzymatique obtenue & 
partir du g£ne rapporteur "chloramphenicol-acetyl transferase (CAT)" plac£ sous le 
controle d'un promoteur contenant elements nucleotidiques r6pondant en H trans M k 
Taction de Ras (RRE) egalement cotransfect6s : ces elements RRE sont constitu^s par 
5 un promoteur hybride TK-enhancer du polyome (Wasylyk et coll., EMBO, J. 7, 2475, 
1988). 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 1. L'analyse des activates 
CAT obtenue demontre la capacite de l'anticorps intracellulaire raodifid, pr6par6 k 
partir de l'anticorps Y13-259, d'antagoniser Tactivit^ du Ras oncog6nique. 
10 Le plasmide psv2.ScFv.ras cotransfecte avec un plasmide permettant 

l'expression d'un oncogene doue d'activite tyrosine kinase, Toncogene HER2 (human 
epidermal growth factor type H) bloque Egalement son activity sur le plasmide "CAT" 
test (figure 1). 

b) Formation de foyers de cellules transformees : Les cellules canc^reuses ont 
15 la proprtete de former des foyers de transformation et notamment les fibroblastes NIH 
3T3 exprimant un Ras oncog6nique (Bariat et coll., Oncogene (1993), B, 215-218). 

Les cellules NIH 3T3 sont cultiv^es comme dans le test precedent dans un 
milieu Dulbecco modifie Eagle (DMEM) contenant 10 % de s€vum de veau fetal, k 
37°C dans un environnement humide contenant 5 % de CO2. Ces cellules sont ensuite 

20 co-transfectees avec un Ras oncogenique : Ha-ras Vail 2, le plasmide psv2.ScFv.ras 
(Cf a) ci-dessus), et un exc£s de 10 fois du g&ie de resistance a la n6omycine, par la 
technique de transfection aux lipides cationiques (SchweighofFer et coLL Science, 256, 
825-827, 1992). La meme quantit6 totale d'ADN est transfectte pour chaque botte. 

24 heures apres la transfection, les cellules transfect6es provenant de chaque 

25 boTte de p6tri de 100 mm sont divisees dans un rapport 1 k 10 et cultiv6es dans le 
mSme milieu mais en presence de G418 (GIBCO/BRL) k 0,4 mg par ml de milieu. Le 
nombre de foyers de transformation obtenu par ng d'ADN transfecte est comptabilise 
apres 14 jours de culture. 

Les rdsultats obtenus sont presentes dans le tableau ci-dessous. lis 

30 represented la moyenne de quatre essais independants. 
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TABLEAU 

Transformation de cellules NIH 3T3 par Ha-ras Vail 2 en presence d'anticorps 

intracellulaire anti-ras 



Plasmides transfectes 


Nombre de foyers par \ig d'ADN 




transfect6 


Ha-Ras Vall2 


110 


psv2.ScFv.ras 


2 


Ha-Ras Vall2 + psv2.ScFv.ras 


30 



5 Les resultats obtenus montrent claireraent que 1'anticorps intracellulaire anti- 

ras diminue tr£s fortement le pouvoir transformant d*un g£ne ras oncogenique. 

Par ailleurs, vu les resultats obtenus en a), l'expression de ce fragment ScFv 
de TantLcorps Y13-159 devrait £galement empecher la transformation par d'autres 
oncogenes tel HER1, HER2 facilitant i'activation des proteines Ras cellulaires. 

10 n est entendu que I'homme du metier peut, sur la base des rdsultats d6crits 

dans la pr&ente demande, reproduire l'invention avec des sequences d'acides 
nucteiques codant pour des anticorps intracellulaires (tels que des fragments ScFv) 
diriggs contre d'autres composants cellulaires. Ceux-ci peuvent etre prdpards soit k 
partir d'anticorps connus diriges contre des composants cellulaires, soit par 

15 identification d*un antigene a neutralise^ immunisation au moyen de cet antigdne ou 
d*un Epitope pr^fere de celui-ci, puis preparation de l'anticorps intracellulaire a partir 
de 1'anticorps, de son ARNm, ou de hybridome obtenus. D'autres composants 
imp!iqu£s dans des processus de transformation cellulaire peuvent ainsi etre cibles. Par 
exemple, d'autres sequences d'ADN codant pour des anticorps intracellulaires de liason 

20 anti-ras peuvent etre pr6par6es selon la m&ne m&hodologie, a partir des hybridomes 
M38, M8, M70, M90 et M30 (ATCC HB 9158), dont les anticorps sont diriges 
respectivement contre les residus 1 a 23, 24 a 69, 90 k 106, 107 k 130 et 131 a 152 de 
la prot&ne Ha-Ras. De plus, comme indiqu6 plus haut, des vecteurs portant 
simultan&nent plusieurs sequences codant pour differents anticorps intracellulaires 

25 peuvent etre avantageusement prepares, pour conferer une activite neutralisante 
superieure. 
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Exemnle 2 ; aotiage et expression d'une sequence d'APN coda nt nonr nn 
anticorps intracellulaire anti-GAP 

Cet exemple decrit le clonage et 1'expression d'une sequence d'acides 
nucleiques codant pour une proteine intracellulaire de laison reproduisant les 
propri&^s d'un anticorps monoclonal dirigd contre la proline GAP. 

La prot&ne GAP (pour GTPase Activating Protein) est impliquee dans la voie 
de signalisation ras-d6pendante. Elle interagit avec les prolines ras de maniere 
cataiytique et multiplie par 100 a 200 la vitesse d'hydrolyse du GTP mesuree in vitro 
pour la proteine p21 normale. DiflKrents travaux ont montr6 que Ie domaine 
cataiytique de cette proline de 1044 acJdes amines environ 6tait situ6 dans la region 
carboxy-terminale (r&idus 702-1044), et que cette region etait responsable de 
Pinteraction de la proline GAP avec les prbteines ras (Cf W09 1/02749). 

II a maintenant 6t6 montre qu'un anticorps monoclonal dirige contre le 
domaine dit "SH3" de la proteine GAP neutralisait les fonctions des proteines Ras 
oncogeniques dans I'oeuf de X&iope (Duchesne et coll., Science, 259, 525-528, 1993). 

Selon la m&hodologie decrite en 1.1., il est possible de synth&iser une 
sequence d'ADN codant pour un anticorps intracellulaire (fragment ScFv) 
correspondant k cet anticorps. Une telle sequence, incorporee & un vecteur peut 
permettre d'inhiber le pouvoir transformant d'un g6ne ras oncogenique dans les cellules 
tumorales. 

Par ailleurs, la demanderesse a egalement identify plus precisement les 
epitopes reconnus par cet anticorps. Ces Epitopes ont ensuite €t& synth&ises 
artificiellement, et peuvent etre utilises pour g^nSrer de nouveaux anticorps 
neutralisants pouvant servir a la mise en oeuvre de Tinvention. 

a) Identification plus precise : 

^identification a ete rdalisee par la technique M'epitope scanning". Cette 
technique est basee sur le principe qu'un anticorps donne peut r£agir avec des peptides 
de 5 & 15 acides amin&. De ce fait, Identification d'epitopes sequentiels peut etre 
obtenue en preparant un jeu complet de peptides recouvrants, de 5-15 acides amines, 
correspondants a la sequence complete de 1'antigene consid6r6. Cette technique a 6t6 
utilisee pour determiner les Epitopes fonctionnels du domaine n SH3 n de GAP. Pour 
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ceia, la totalite de ce doraaine a ete explor6e par recouvrements sequentiels, par 
synthase d'un d£capeptide tous les 2 acides amines. 

- Synthase des peptides recouvrants. 

35 peptides couvrant la totality du fragment de la figure 1 ont 6t6 synthases 
chimiquement. La synthese a 6t6 effectu^e en double, sur 2 supports ind^pendants, par 
la methode Fmoc/t-butyl sur phase solide (kit Cambridge Research Biochemicals). 

- Mise en Evidence des Epitopes fonctionnels. 

Les epitopes fonctionnels reconmis par Tanticorps Ac200 ont ete revel& en 
test ELISA par un anticorps de lapin anti-souris couple k la peroxydase. Le substrat 
chromog£nique de 1'enzyme utilis6 est lamino-di-{3-ethylbenzothiazodine sulfonate) 
(ABTS). 

Les r6sultats obtenus montrent que les Epitopes reconnus par cet anticorps 
sont les suivants : 

-PVEDRRRVRAI 
-EISF 

- EDGWM 

Ces Epitopes peuvent etre utilises seion les techniques classiques de lliomme 
du metier pour g6n6ret des anticorps neutralisant les effets de ras. Ces anticorps ou 
hybridomes les produisant sont ensuite utilises pour generer des sequences d'acides 
nucl&ques et des vecteurs de i'invention, selon la methodologie ddcrite pr6c6demment. 

Rxemple 3 r Preparation d'tine sequence decides nuclfiaues codant nour un 

anticorps intracellulaire aPti-Ki-ras fi part'r d'ARNm ertraits de rates de spuria 

immunises itvec des peptides derives des parties hvpervarinbles de Ki-Ras (2A 
et2Bl 

Cet exeraple d6crit la preparation de sequences d'acides nuc!6iques codant 
pour des anticorps intracellulaires (tels que des fragments ScFv) seion Invention par 
identification d'un antigene k neutralise^ immunisation au moyen de cet antig&ne ou 
d*un Epitope pr6f§re de ceiui-ci, puis preparation de la sequence d'acides nucleiques a 
partir de l'anticorps, de son ARNm, ou de hybridome obtenus. 
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Cet exemple demontre la possibility d'appliquer la presente invention a tout 
antigene ou epitope desire, meme lorsqu'aucun anticorps monoclonal dirige" contre 
ledit antigene ou epitope n'est disponible. 

L'antigene cible dans cet exemple est la proteme Ki-ras. Plus precisement, les 
antigenes utilises pour ^immunisation sont les peptides de 25 et 24 acides amines 
correspondant aux extremes terminales des prolines Ki-Ras 2A et 2B suivants : 

- Peptide 2A : QYRLKKISKEEKTPGCVKIBCKCIIM 

- Peptide 2B : KYREKNSKDGKKKKKECSKTKCIIM 

Apres immunisation de souris avec ces peptides, selon les techniques 
classiques de I'immunologie, les rates sont extraites et les ADNc sont prepares a partir 
des ARNm. Les ADNc codant pour les regions variables sont ensuite clones, ce qui 
aboutit a la constitution d'une banque de phages exprimant les ScFv correspondant a la 
totality du repertoire des soufis utilisees. Les anticorps intraceUulaires (fragments 
ScFv) reconnaissant les peptides 2A et 2B sont ensuite identifies et isoles par des 
Stapes successives de selection par affinite sur colonne et sur plaque de microtitration 

Ces ScFv sont ensuite testes fonctionneUement selon ie protocole decrit dans 
I'exemple 1. 

La strategic developpee dans cet exemple permet d'une maniere avantageuse 
de selectionner des anticorps intraceUulaires specifiques des oncogenes Ki-Ras, qui 
n'aflfecteront done pas les autres protooncogenes Ras. La selectivity de tels outfls est 
done non seulement ceUulaire (du fait du decouplage des yoies de transduction dans 
les cellules transformees par Ras) mais aussi moleculaire. 

ETCmnlft 4 I Prft?«ration d'une sdWiiee ri'urirfA* p HcMiniij* rndant n».,r ,.n 
flnticorm mtnrMul^ antf-pftt m'ffffi 

Cet exemple decrit la preparation de sequences d'acides nucleiques codant 
pour des anticorps intraceUulaires (tels que des fragments ScFv) diriges contre des 
proteines p53 mutees. Ces anticorps intraceUulaires sont obtenus a partir de differents 
anticorps monoclonaux diriges contre lesdites proteines p53 mutees. 

Le gene codant pour la proteine p53 est altera dans un tres grand nombre de 
ceUules tumorales (Caron de Fromentel et Soussi, Genes, 4, 1-15, 1992). La prot&ne 
p53 mutee n'a pas la meme conformation que la p53 sauvage (Lane et Benchimol, 
Genes Dev. 4, 1-8, 1990). Ce changement de conformation peut Stre detecte par des 



2706486 



21 



anticorps monoclonaux (Milner et Cook, Virology, 154, 21-30, 1986 ; Milner, Nature, 
310, 143-145, 1984). 

Les anticorps pAB 240 reconnaissent les formes mut6es des proteines p53. 

L'expresston intracellulaire de fragment ScFv d'anticorps specifiques de p53 
5 mut£e ou de proteines interagissant specifiquement avec ces prot&nes p53 mut6es 
devrait induire un effet benefique dans les tumeurs presentant une p53 mutfe. 

Exemple S ? Clonnge et expression €Tune sequence d f ADN codant nour un 
antirnrpfi intracelliilnire flnti-vinis dti pftniHome 

Cet exemple decrit le clonage et i 1 expression d*une sequence d'ADN codant 
10 pour un anticorps intracellulaire (fragment ScFv) dirige contre une protdine du virus 
du papillome humain (HPV). 

La proteine virale ciblee est la prot&ne E6. Cette proteine est produite par les 
virus HPV 16 et 18, qui sont responsables de 90 % des cancers du cervix chez la 
femme et ont 6t6 identifies dans des Idsions 6pitheliaies pre-cancereuses (Riou et aL, 

15 Lancet 335 (1990) 1 17). Le produit du gene E6 conduit £ la formation de tumeurs en 
diminuant fortement la quantity de p53 sauvage, un anti-oncogene, dans les cellules 
HPV-positives (Wrede et al., Mol. Carcinog. 4 (1991) 171). Dans d'autres tumeurs, 
p53 est inhibde par des mecanismes diff&rents : mutation (Cf exemple 4) ou 
association avec des proteines telles que MDM2. 

20 La sequence de la proteine E6 a 6t6 ddcrite dans la littdrature (Hawiey-Nelson 

et aL, EMBO J. 8 (1989) 3905; MQnger et al., J. Virol. 63 (1989) 4417). Des regions 
particuli&res de cette protdine peuvent etre identifiees par "epitope scanning" (Cf 
exemple 2) puis utilisees pour immuniser des souris selon le protocole d6crit dans 
l'exemple 3. La sequence d'ADN codant pour l'anticorps intracellulaire (fragment 

25 ScFv) dirige contre la proline E6 du virus du papillome humain (HPV) est ensuite 
pr£par£e selon la methodologie decrite pr£c£demment. La fonctionnalite de cette 
sequence est demontr6e apr£s expression in vivo, par mesure : 

- de l'augmentation du taux de p53 sauvage dans les cellules exprimant E6 

- de la reversion morphologique des cellules transformees par HPV, 
30 - du blocage des effets de E6 sur la transactivation de p53, et 

- de rinhibition de la transformation par E6 de keratinocytes et de fibroblastes 
humains. 
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F f\ fmnl ft * ; Pro ration d'nne sequence decides nnclfinntt CPdant nour «n 
nntlr ftrr^ intracellulfl ire nnti-HTV a partir d'ARNm extTflitS dc rate* dc SOUriS 

imm nr 8rf - M flvec de * P entid <* derives des r&Hons actives des nroteines tat, rev et 

NCP7. 

5 Cet exempie decrit la preparation de sequences d'acides nucl&ques codant 

pour des anticorps Intracellulaires selon I'invention (tels que des firagments ScFv), par 
identification d*un antig^ne a neutralise^ immunisation au moyen de cet antig&ie ou 
d'un epitope pr6f<5re de celui-ci, puis preparation de la sequence d'acides nucl&ques 4 
partir de 1'anticorps, de son ARNm, ou de hybridome obtenus. 

Cet exempie demontre encore la possibility d'appliquer la presente invention 4 
tout antig&ie ou epitope desir6, m&ne lorsqu'aucun anticorps monoclonal dirige contre 
iedit antig&ne ou epitope n*a et6 decrit dans Tart anterieur. 

Les antigenes cibtes dans cet exempie sont les proteine tat, rev et NCP7 du 
virus HIV. Plus precisement, les antigenes utilises pour rimmunisation sont les 
peptides suivants de 6, 9 et 16 acides amines, correspondants aux regions de ces 
proteines responsables de leur interaction avec les ARNm (pour tat et rev) ou de la 
dim^risation des ARN (pour NCP7) : 

- Peptide tat : RKKRRQRRR 

- Peptide rev : RQ ARRNRRRRWRERQR 

- Peptide NCP7 : RAPRKK 

Aprts immunisation de souris avec ces peptides, selon les techniques 
classiques de Kmmunologie, les rates sont extraites et les ADNc sont prepares k partir 
des ARNm. Les ADNc codant pour les regions variables sont ensuite clones, ce qui 
aboutit a la constitution d\me banque de phages exprimant les ScFv correspondant a la 
25 totalite du repertoire des souris utilisees. Les anticorps intracellulaires (fragments 
ScFv) reconnaissant les peptides tat, rev et NCP7 sont ensuite identifies et isoles par 
des ftapes successives de selection par affinite sur colonne et sur plaque de 
microtitration 

Ces ScFv sont ensuite testes fonctionnellement pour leur capacite k bloquer le 
30 cycle r£plicatif du virus HIV. 
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REVENDICATTONS 

1. Sequence d'acides nucleiques comprenant un gdae codant pour une 
proteine intracellulatre de liaison (PIL) sous le controle d*un promoteur fonctionnel 
dans les cellules mammifere. 

5 2. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 1 caracterisee en ce 

qu'elle code pour une PEL agissant sur la proliferation celiulaire, sur la synthase de 
metabolites, sur la synthese proteique, sur la replication et/ou la transcription de 
1'ADN, ou sur le cycle d'infection d'un virus. 

3. Sequence d'acides nucleiques selon les revendications 1 ou 2 caracterisee 
10 en ce que la PEL est un anticorps intracellulaire ou un fragment et/ou derive d'un tel 

anticorps. 

4. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 3 caracterisee en ce 
que la PIL est un fragment Fab ou F(ab)'2 d'anticorps. 

5. Sequence decides nucleiques selon la revendication 3 caracterisee en ce 
15 que la PEL est un peptide comprenant au moins un peptide correspondant au site de 

liaison de la region variable de la chaine 16gere d'un anticorps relie par un linker 
peptidique k un peptide correspondant au site de liaison de la region variable de la 
chaine lourde d'un anticorps. 

6. Sequence d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 i 6 
20 caracterisee en ce que le promoteur fonctionnel dans les cellules mammifere est choisi 

parmi les promoteurs viraux, cellulaires ou artificiels. 

7. Sequence d'acides nucleiques selon l'une des revendications 1 i 6 
caracterisee en ce qu'elle est incorporee dans un vecteur. 

8. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 7 caracterisee en ce 
25 qu'elle est incorporee dans un vecteur viral. 

9. Virus recombinant defectif comprenant dans son genome une sequence 
d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 k 8. 
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10. Virus recombinant defectif selon la revendication 9 caracterise en ce qu ! il 
est choisi panni les retrovirus, les adenovirus, tes virus adeno-associes, le virus de la 
vaccine et le virus HSV. 

11. Virus recombinant defectif caracterise en ce qu'il comporte dans son 
genome une sequence d'acides nucleiques comprenant un g£ne au moins codant pour 
un anticorps intracellulaire ou un fragment et/ou derive d'un tel anticorps. 

12. Virus recombinant defectif selon la revendication 1 1 caracterise en ce que 
Panticorps intracellulaire est un peptide comprenant au moins un peptide 
correspondant au site de liaison de la region variable de la chaine tegere d*un anticorps 
relie par un linker peptidique £ un peptide correspondant au site de liaison de la region 
variable de la chaine lourde d'un anticorps. 

13. Virus recombinant defectif selon la revendication 11 ou 12 caracterise en 
ce que Panticorps intracellulaire est un anticorps dirige contre un composant de la 
cellule cible implique dans la proliferation cellulaire. 

14. Virus recombinant defectif selon la revendication 13 caracterise en ce que 
Panticorps intracellulaire est un anticorps dirige contre un oncogene ou contre un 
facteur de la voie de signalisation d'un oncogene. 

15. Virus recombinant defectif selon la revendication 14 caracterise en ce que 
Poncogtoe est choisi panni les oncogenes myc, myb, ras, fos, jun et erb. 

16. Virus recombinant defectif selon les revendications 11 a 15 caracterise en 
ce qu'il est choisi panni les retrovirus, les adenovirus, les virus adeno-associes, le virus 
de la vaccine et le virus HSV. 

17. Vecteur, notamment viral, comprenant au moins deux sequences d'acides 
nucleiques selon la revendication 1 codant pour des proteines intracellulaires de liaison 
dirigees contre des epitopes diffSrents d'un ou de plusieurs antigenes. 

18. Composition pharmaceutique comprenant au moins une sequence d'acides 
nucleiques selon Pune des revendications 1 k 8 ou un virus recombinant selon Pune des 
revendications 9 & 17. 
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19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisde en ce 
qu'elle comprend au moins une sequence d'acides nucldiques selon Tune des 
revendications 1 a 8 sous forme de liposome, de complexe avec des proteines 
nucldaires, des lipides ou du dextran, ou sous forme brute. 

20. Composition pharmaceutique selon la revendication 19 caract&is6e en ce 
qu'elle comprend au moins une sequence d'acides nucieiques selon la revendication 5. 

21. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caract&isee en ce 
qu'elle comprend au moins un virus recombinant selon la revendication 12. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21 caract&isee en ce 
que le virus recombinant est choisi parmi les adenovirus, les retrovirus, ou les virus 
addno-assoctes. 

23. Utilisation d'une sequence d'acides nucieiques selon la revendication 1 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destin£e au traitement des 
cancers. 

24. Utilisation d'une sequence d'acides nucieiques selon la revendication 1 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement des 
affections virales. 
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FIGURE 1 



